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摘  要 
 1 
摘  要 
 
帕金森病（Parkinson’s disease，PD），又称“震颤麻痹”，是继老年痴呆症之
后的第二大神经退行性疾病。。临床将 PD 分为特发性/散发性 PD、家族性/遗传







绝大多数的 PD 为散发性，且散发性 PD 确切病因至今未明。遗传因素、环境因
素、年龄老化、氧化应激等均可能参与帕金森多巴胺能神经元的变性死亡过程。
遗传因素在 PD 发病机制中的作用越来越受到学者们的重视，目前已经发现了部
分 PD 易感基因和致病基因。这种遗传研究大大地帮助了人们对 PD 的发生机制
的了解，也并必将有助于人们找到治疗 PD 的新手段。 
第一章，我们利用捕获测序技术在 200 个中国汉族 PD 患者中筛查了与 PD
相关的 48 个基因，包括编码区与非编码区，并且发现了新的的遗传变异，这为
以后深入了解 PD 的分子机制提供了参考位点。 
第二章，我们采用限制性长度多态性（ Restriction fragment length 
polymorphisms，RFLP）对 237 个 PD 患者和 190 个对照首次检测了与 PD 发生
相关的 5 个突变位点：E46K（SNCA，rs104893875），A1442P（LRRK2），IVS9
（Parkin），A350V（SLC41A1），P268S（NOD2，rs2066842），并且验证了
G2385R（LRRK2，rs34778348）。最后发现 P268S 与中国汉族 PD 显著相关，暗
示了 P268S 可能是中国汉族 PD 的风险因子。此外，我们还建立了毛细管电泳
（Capillary electrophoresis，CE）快速检测酶切片段的方法和通过引物重叠 PCR
定点突变技术设计了质粒标准品，方便 PD 基因多态性分析的临床普及。 




































Parkinson’s disease (PD), also known as the “parkinsonism”, is the second 
largest neurodegenerative disease after Alzheimer’s disease. At present, the exact 
pathology of PD is not clear. Genetic factors, environmental factors, aging, and 
oxidative stress are considered to jointly play important roles in the process of 
premature death of dopaminergic neurons in PD. The role of genetic factors in the 
pathogenesis of PD is increasingly attracting the attention of the scholars. Some 
susceptible genes and causing genes of PD are found. The genetic studies are greatly 
helpful to understand the mechanisms of PD and would promote to find new the 
treatment of PD. 
In the first chapter, we used capture sequencing to screen 48 PD related genes, 
including coding regions and non-coding regions, among 200 PD patients of Chinese 
Han population. We found some novel genetic variants may be as candidate sites for 
further studies. 
In the second chapter, we first time screened 5 genetic mutations of 5 PD related 
genes by PCR-RFLP, which are E46K (SNCA, rs104893875), A1442P (LRRK2), IVS9 
(Parkin), A350V (SLC41A1), P268S (NOD2, rs2066842), among 237 Chinese PD 
patients and 190 controls. We also screened G2385R (LRRK2, rs34778348) in South 
China. Finally, we found P268S was significantly associated with PD suggesting that 
P268S may be as a novel risk factor for Chinese PD patients. Furthermore, we also 
established rapid detection method of enzyme digested fragments by capillary 
electrophoresis (CE) and designed plasmid controls through the site-directed mutation 
technology in this study, which would facilitate the analysis of polymorphisms of PD 
related genes in the clinical practice. 
In the end, a review about inflammation links PD and cancer was enclosed. In 
this review, we listed some common genes and a pathway shared by PD and cancer. 
We proposed that the chronic inflammation play an important role in the two diseases, 
especially provide a microenvironment that easily accumulate mutations, destroyed 















background, dopaminergic neurons and tumor cells produce different reactions: 
premature death and proliferation. 
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基因组 DNA 在序列捕获芯片（或溶液）进行杂交，将目标基因组区域的 DNA
片段进行富集后，再利用二代测序技术进行测序，以获得目标基因组序列的研究
策略[1]。目前捕获芯片主要有以下 3 种：NimbleGeny 序列捕获芯片、Agilent 
SureSelect 目标富集系统及 Agilent SureSelect DNA 捕获芯片，与之相对应新一代


















发病机制中的重要作用越来越受到人们的重视。现在研究确认 PARK1-13 等 13
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4 个以常染色体体隐形遗传，剩余 4 个基因的遗传方式还不清楚。SNCA、parkin、
DJ-1、UCH-L1、PINK1 和 LRRK2 这 6 个基因已经被克隆。但是目前已确定的 PD 
相关位点，并不能完全解释 PD 的发病原因，且绝大部分的散发性 PD 是由于
环境因素诱发或者由环境因素和遗传因素共同作用的结果。PD 有多基因突变的




本研究联合采用 NimbleGen 捕获芯片和 Illumina Hiseq2000 测序仪对混合成
4 份的中国汉族 200 例散发性 PD 例进行基因捕获测序。捕获测序的基因是通过
Genbank 数据库查找的和 PubMed 文献报道的与 PD 相关的 48 个基因。根据芯片


























MagCore Genomic DNA Whole Blood Kit，Cat.No.MGB400-04，血液全基因
组 DNA 提取试剂盒：台湾芮宝生医股份公司 
TransStart FastPfu DNA Polymerase，Lot.No.AP221：北京全式金生物技术有
限公司 
Argrose，Lot.No.MC0831860112：上海生工生物工程股份有限公司 
DL2,000 DNA Marker，Lot.No.D501A：大连宝生物工程有限公司 
UniRed 核酸染料，Lot.No.UNI0100：北京有尼康生物科技有限公司 
50×TAE：242gTris，37.2g Na2EDTA·H2O，57.1ml 醋酸，加 ddH2O 至 1L 
2.1.3 主要仪器和设备 
MagCore Compact 核酸抽提仪：台湾芮宝生医股份公司 
NanoDrop ND1000 分光光度仪：美国 NanoDrop 科技股份有限公司 
Hirayama HVE-50 超高速高压灭菌器：日本 Hirayama 制造有限公司公司 







散发性 PD 例共 237（女 94 人，男 143 人）例，患者的平均年龄为 60.3±11.3
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＜50 岁）51 例（21.5%）；晚发型 PD（发病年龄≥50 岁）186 例（78.5%）。诊断
标准参照 United Kingdom PD Brain Bank，严重程度的判定标准为 Unified 
Parkinsons Disease Rating Scale（UPDRS）。所有就诊者均经两名神经专科医生进
行问诊、内科及神经专科体检，视情行头颅 MRI 等检查，参照英国 PD 协会的
诊断标准进行诊断，有家族史的除外。收集 PD 病例的临床资料及外周抗凝全血
2ml，血标本储存于-20℃冰箱。 
2.2.2 DNA 的提取 
利用 MagCore Compact 核酸抽提仪，按照 MagCore Genomic DNA Whole 
Blood Kit，Cat.No.MGB400-04，全血基因组 DNA 抽提试剂盒的说明书操作，步
骤如下： 
（1） 将 1.1ml 的 PK Storage Buffer 加到有粉末状 Protein K（11mg）管中，
涡旋混匀，Protein K（10mg/ml）贮存于-20℃冰箱； 
（2） 将冻存-20℃的血液在 37℃的恒温水浴箱中溶解，取 400μl 血液到无
菌的 1.5ml Eppendorf 管中，加入 40μl Protein K 作为样品管； 
（3） 启动核酸抽提仪电源，打开前门，取出试剂条架（Cartridge rack）插
入试剂条，向下摁后听到“咔”的一声完成摆放； 
（4） 取出管架（T-rack）按照图 2.1 摆样品管（Sample tube），吸管（Tip）
和洗脱管（Elution tube）。 
（5） 放回管架和试剂条架，关毕前门，根据试剂条的编号（Code#102）执





图 2.1 Tube 摆放示意图 
 
图中 1，2，3，4 分别表示：洗脱管，枪头/枪头槽，DNA 酶管，样品管。 
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2.2.3 DNA 质量检测 
（1）检测提取的 DNA 浓度和纯度 
① 双击 软件图标，选择“Nucleic acid”； 




⑤ 取 260/230nm 波长之吸光相关比值大于 1.8，260/280nm 波长之吸光相关
比值介于 2.2 至 1.6 之间，DNA 总量大于 50 g 的样品； 
⑥ 经测定将符合浓度与纯度要求的 DNA 样品分组编号 P1-200。 
（2）将符合标准的 DNA 样品分别做 PCR 扩增以检测 DNA 的完整性 





② PCR 反应体系（25μl），如表 2.1 所示： 
 
 
表 2.1 PCR 反应体系 
Components Storage Concentration Volume (μl) 
Final 
Concentration 
TransStart buffer (Mg2+)  5× 5  1× 
dNTPs 2.5mM 2.5 250μM 
FastPfu   2.5U/μl 0.5 1.25U 
Forward Primer 10μM 0.5 0.2μM 
Reverse Primer   10μM 0.5 0.2μM 
Template DNA  ≈50ng/μl 2 ≈4ng/μl 
Sterile ddH2O Not applicable 14 Not applicable 
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